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微镜观察结果显示, SMMC-7721 细胞中, nucleophosmin与 c- fos、c-myc、rb、p53 等基因产物具有共定
位关系,但在诱导处理后细胞内的共定位区域发生了改变.研究结果证实, nucleophosmin 是一种核
基质蛋白, 定位于核基质纤维上, nucleophosmin 在人肝癌 SMMC-7721 细胞诱导分化过程中的表达
分布,及其与相关癌基因、抑癌基因产物的关系对 SMMC-7721 细胞分化具有重要影响.
关键词  nucleophosmin; 核基质; 肝癌细胞; 细胞分化
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Expression and Localization of Nucleophosmin During HMBA-induced
Differentiation in Human Hepatocarcinoma SMMC-7721 Cells
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*
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Abstract  To explore the existence and distribut ion of nucleophosmin in the nuclear matrix and its co-
localization with the other related gene products following HMBA treatment in the human hepatocarcinoma
SMMC-7721 cells, the nuclear matrix of SMMC-7721 cells was extracted prePpost HMBA induced
differentiation. 2D PAGE proteomics analyses showed that nucleophosmin existed in the fractions of nuclear
matrix proteins and was down-regulated after HMBA treatment with further confirmation by Western blot
analysis. The immunofluorescence observat ion revealed that nucleophosmin located in the nuclear matrix, HMBA
treatment altered its expression level and distribution profile. The co- localizat ion of nucleophosmin with cancer-
related genes and the products of oncogenes or tumor repression genes, including c- fos, c-myc, p53 and Rb,
using laser scanning confocal microscopy, were evaluated, and substantial differences were observed following
HMBA treatment. The results implies that nucleophosmin, as a nuclear matrix protein, the level of its expression
and the colocalization with cancer-related gene products may play an important role during the different iation of
SMMC-7721 cell.
Key words  nucleophosmin; nuclear matrix; hepatocarcinoma cell; cell differentiation
  Nucleophosmin(又称 NPM、B23、numatrin、NO38)
是主要的核仁磷酸化蛋白. NPM 具有多方面功能,
不仅与 RNA装配与合成、染色体复制、调节抑癌基























切相关. 为此, 本文应用 HMBA 诱导处理人肝癌
SMMC-7721细胞, 对NPM在人肝癌 SMMC-7721细胞
核基质中的存在、定位及其表达变化, 以及 NPM 与
SMMC-7721细胞相关癌基因、抑癌基因的相互关系






科学研究院细胞库, 小鼠抗人 NPM 抗体购自
NeoMarkers 公司, 山羊抗兔 IgG-FITC、山羊抗鼠
CY3、兔抗人 P53抗体、兔抗人 Rb 抗体购自武汉博




( hexamethylene bisacetamide, HMBA)购自 Sigma 公司.
112  细胞培养与诱导分化处理
人肝癌 SMMC-7721细胞培养于 RPM-I 1640 培养
液中(内含 15% 热灭活小牛血清、100 UPml青霉素、
100 LgPml链霉素、50 LgPml卡那霉素, pH 712) ,于 37 e
培养.取对数生长期细胞消化传代.细胞传代培养至
24 h后,诱导处理组细胞更换含 5 mmolPL HMBA的培




4 e 预固定 30min, 011 molPL PBS( pH 714) 漂洗后,
于 012% 考马斯亮蓝染液中染色 20 min, 蒸馏水漂






优化, SMMC-7721细胞用 PBS洗2次后,加入含 015%
Triton X-100的细胞骨架提取液Ñ ( CSK100, 10 mmolPL
PIPES, pH 618, 300 mmolPL蔗糖, 100 mmolPL NaCl, 3
mmolPL MgCl2 , 1 mmolPL EGTA, 1 mmolPL PMSF) , 0 e
放置 10 min,离心,去上清,加入含 015% Triton X-100
细胞骨架提取液Ò ( CSK50, 10 mmolPL PIPES, pH 618,
300 mmolPL 蔗糖, 50 mmolPL NaCl, 3 mmolPL MgCl2 , 1
mmolPL EGTA ,1 mmolPL PMSF) ,洗涤 2次, 离心,去除
上清液.然后加入以 CSK50 配制的含 300 UPml DNase
I的消化液室温消化 30 min, 最后逐滴加入 1 molPL
(NH4 ) 2SO4至终浓度为 0125 molPL,室温15 min,离心,
去上清,剩余不溶性沉淀物即为核基质蛋白成分,于











过 ReFlexTM Ó 型 MALDI-TOF 质谱仪( Bruke 公司)
获取酶解蛋白的肽指纹 ( PMF) 数据.数据经分析软
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件 flexAnalysis 进行处理, 消除误差与污染峰. 最后




泳结束后, 以半干法将条带转移到 PVDF 膜
(Millipore)上. 丽春红染色检测电转效果, 漂洗, 干
燥. PVDF 膜以 5% BSA室温孵育 115 h.加入 NPM
( 1B2 000) 抗体稀释液,室温孵育 2 h.漂洗后加入辣
根过氧化物酶(HRP)标记的二抗, 室温孵育 1 h. 漂
洗后以ECL 化学发光检测试剂盒检测, X光片图像
扫描并保存.以 5% BSA代替一抗作为阴性对照. 实
验中以在诱导分化处理前后核基质中稳定表达的 B
肌动蛋白作为内参衡量上样量差异.
118  Nucleophosmin 的免疫荧光显微镜观察
SMMC-7721细胞和经 5 mmolPL 的 HMBA 处理
5 d的细胞接种到玻片上,继续培养 2~ 3 d后取出,
以 PBS洗涤 2次, 5 minP次,选择性抽提核基质-中间
纤维系统(具体步骤参照 113) , PBS 中洗涤, 4% 多
聚甲醛中固定 10 min, PBS 漂洗, 5% BSA 室温封闭
1 h.分别滴加 1 000倍稀释的 NPM 抗体 30 Ll, 室温
孵育 30 min,移入 4 e 冰箱中孵育过夜, 漂洗.滴加
Cy3标记的二抗稀释液,避光, 37 e 孵育 30 min, 漂
洗, 抗荧光淬灭剂 ( Beyotime公司产品) 封片.以 5%
BSA 代替 NPM 抗体进行免疫荧光染色,作为阴性对
照.荧光显微镜下观察拍照.
119  激光共聚焦显微镜样品的制备与观察
SMMC-7721细胞和经 5 mmolPL HMBA 处理 5 d
的细胞接种到玻片上,继续培养 2~ 3 d 后, 取出长
有细胞的玻片, 以 PBS洗涤 2次,每次 5 min, 透膜,
4% 多聚甲醛中固定, 5% BSA 室温封闭 1 h, 以 5 %
BSA配制一抗作用液( NPM 稀释1 000倍, P53、Rb、c-
Myc和 c-Fos各稀释 200 倍) . 设制共定位抗体组合:
NPMPc-Fos、NPMPc-Myc、NPMPRb、NPMPP53 等. 各加
40 Ll 相应一抗稀释液至玻片上, 室温孵育 30 min, 4
e 孵育过夜, 漂洗.配制相应组合的二抗稀释液, 各
取 30 Ll 加到玻片上,室温孵育 30 min, 4 e 孵育 3




人肝癌 SMMC-7721 细胞与 HMBA 处理后细胞
提取的核基质蛋白双向电泳均重复 3 次以上, 以至
少 2 次的电泳图谱为基础, 采用 Bio-Rad 公司的
PDQuest 810版本凝胶图像分析软件对采集到的双
向电泳图像进行定量分析. Fig11-A 中的 C 20 和 H
20分别为处理前后鉴定为 NPM蛋白点. Fig11-B 为







配检验,其中编号为 C 20 的蛋白点经查询后,鉴定
为 NPM 蛋白,相关结果见 Table 1.
213  蛋白质印迹杂交验证结果
应用抗 NPM 的抗体对经 SDS-PAGE 并转膜的
样品进行免疫检测, 应用化学发光法 ( ECL)进行显
色后在分子量 38 kD 附近得到 1条单一蛋白条带.
SMMC-7721 组的条带较粗而深, HMBA 处理组的条
带相对较浅而细, 显示经 HMBA 诱导处理后, NPM
表达量明显降低 ( Fig. 2) ,阴性对照组未检测到蛋白
条带.内参 B-Actin( 42 kD) 显示对照与处理组的上
样量无显著差异.







( NM-L-IF)系统. SMMC-7721细胞中, 细胞质靠近核
纤层周围的纤维染色较深, 中间纤维较为致密, 而在
细胞质边缘较稀少, 分布不均匀; 在 HMBA 处理组
细胞中, 细胞染色较浅, 纤维分布较为均匀、铺展
( Fig13A, Fig13B) .
NPM 抗体免疫荧光标记观察经 HMBA 处理前










Fig. 1 2-D PAGE gels of nuclear matrix proteins from SMMC-7721 cells ( silver staining)
(A) 2-D PAGE gels of nuclear matrix proteins from SMMC-7721 cells before and after HMBA treatment ;
( B) Enlarged maps of changed expression of NPM from SMMC-7721 cells; ( C) Relat ive expression level of NPM in nuclear matrix
Table 1  Proteins identified by using MASCOT database ( www. matrixscience. com)




28 497P41 56 23% 69





29 617P41 47 23% 65
A major nucleolus phosphoprotein,
a component of NM
Fig. 2  Western blotting of NPM in nuclear matrix of
SMMC-7721 cell
Nuclear matrix proteins were obtained by extraction as described in 1. 4.
1: SMMC-7721 cells; 2: HMBA-treated cells; M: Marker; B-Actin:
loading control
215  Nucleophosmin 与癌基因 c-fos、c-myc、mtp 53
以及抑癌基因 rb 表达产物在细胞内的共定位关系
用 NPM 抗体分别和 c-Fos、c-Myc、P53 以及 Rb
等的特异性抗体配对组合,对 SMMC-7721细胞进行





21511  NPM 和 c-Fos 在人肝癌 SMMC-7721 细胞内
的共定位关系  双重免疫荧光标记结果显示,对照
组 SMMC-7721细胞中, 代表 NPM 的红色荧光主要
分布于核仁与核质区域,核仁部位荧光尤其强烈,细
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Fig. 3 Light microscope( LM) or fluorescent microscope observation of the nuclear matrix- intemediate filament system of
SMMC-7721 cells
Cells were select ive extrated. ( A) LM observat ion of NM-IF system in SMMC-7721 cells ( Coomassie brilliant blue staining, 400@ ) . ( B ) LM
observat ion of NM- IF system in SMMC-7721 cells after treatment with HMBA ( Coomassie brilliant blue staining, 400@ ) . ( C) Immunofluorescence
staining of NPM in the nuclear matrix- intermediate filament system of SMMC-7721 cells ( 200@ ) . ( D) Immunof luorescence staining of NPM in the
nuclear matrix-intermediate f ilament system of SMMC-7721 cells after HMBA treatment ( 200@ )
Fig. 4 SCM observation of the co-localization of NPM and c- Fos, c-Myc, P53 and Rb SMMC-7721 cells and HMBA-
treated cells were extracted with Triton X-100 buffer
( 1 ) 6) Expression of NPM and c-Fos in SMMC-7721 cells (100@ ) ; ( 7 ) 12) Expression of NPM and c-Myc in SMMC-7721 cells ( 100@ ) ;
( 13 ) 18) Expression of NPM and mtP53 in SMMC-7721 cells ( 100@ ) ; ( 19 ) 24) Expression of NPM and Rb in SMMC-7721 cells (100@ )
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胞质内荧光极弱; 代表 c-Fos 的绿色荧光在整个细
胞区域内均有分布,细胞核内荧光较强并且相当密
集,核仁区域荧光密集成簇, 细胞质荧光分布较均
匀, 呈发散状分布, 直至细胞边缘. 叠加荧光显示,
NPM 和 c-Fos 在细胞核内尤其是核仁的中心区域有






( 1~ 6) ) .
21512  NPM 和 c-Myc 在人肝癌 SMMC-7721细胞内




弥散状分布,叠加荧光显示 NPM 和 c-Myc 在细胞核
内有共定位,核仁的中心区域最明显,核仁四周叠加





示, c-Myc 和 NPM 在细胞核仁的中心区域存在共定
位关系,核质中出现大量呈散点状的黄色和橙黄色
的荧光,提示两者的共定位有由核仁向核质扩散的
趋势(Fig14( 7~ 12) ) .
21513  NPM 和 mtP53 在人肝癌 SMMC-7721细胞内
的共定位关系  野生型 P53 蛋白的半衰期极短(仅
约 6 min) ,本研究免疫细胞化学方法检测到的 P53
蛋白主要是相对稳定的突变型 P53产物.激光共聚











叠加后显示, NPM 与 mtP53 在核仁中心及核质中靠
近核膜的区域存在共定位关系, 显示两者的共定位
有由核质向核周转移的趋势( Fig14( 13~ 18) ) .
21514  NPM 和 Rb 在人肝癌 SMMC-7721 细胞内的
共定位关系  激光共聚焦显微镜观察结果显示, 对
照组 SMMC-7721细胞内,绿色荧光主要定位于细胞
核内,核仁区域荧光较强, 分布不均匀, 细胞质荧光
稍弱,叠加荧光显示, NPM 和 Rb主要在核仁及核质





有由核质向核仁转移的趋势( Fig14( 19~ 24) ) .
3  讨论

































降低. 蛋白质印迹杂交结果进一步证实了 NPM 在
HMBA诱导后细胞核基质蛋白组分中表达明显下
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调,免疫荧光染色结果同样显示经 HMBA 处理后细
胞核基质-中间纤维系统中 NPM 表达明显减弱. 充
分表明了 NPM 在 HMBA 诱导人肝癌 SMMC-7721 细
胞分化过程中呈现表达下调的变化.前人曾有过人







核基质中 NPM 表达的研究,进一步肯定了 NPM 表
达的变化, 证实 NPM 参与肿瘤细胞增殖与分化的
调控.









NPM 和 c-Fos、c-Myc、mtP53、Rb 在人肝癌 SMMC-
7721细胞核区域内尤其是核仁位置有共定位关系;
而在诱导分化后的细胞中, NPM 和 c-Fos、c-Myc、
mtP53 表达降低, Rb 表达升高. 其中, NPM 与 c-Fos
的共定位区域主要位于核仁及核膜区域, NPM 与 c-
Myc的共定位区域有从核仁向核质中扩散的趋势,
NPM 与 mtP53 在核仁中心及核质中靠近核膜的区
域存在共定位关系, 并有由核质向核周转移的趋势,
Rb 和 NPM 的共定位关系则发生了由核质向核仁转
移的趋势. 前人研究表明, 在维甲酸( RA)诱导人白
血病细胞分化过程中, c-myc介导的 NPM 的表达呈
转录下调趋势
[ 11]
,人类的 NPM 基因座上具有 c-Myc
的结合位点, c-myc 基因表达的上调可提高 NPM 的
转录水平
[ 12]
. NPM 的 C 端结构域与 P53的2个结构
域相互作用, 表明它们可以直接结合, NPM 与 P53




NPM 能与磷酸化的 ppRB 相结合而影响 E2F1 介导
的转录
[ 16]
. 因此, 本文结果证实了 SMMC-7721 细胞
分化过程中 NPM 的表达与定位变化与 c-Fos、c-








过程中发挥重要作用. NPM 可能是 HMBA 作用的靶
向性蛋白,并通过与癌基因、抑癌基因的协同作用,
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